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METHODE D 1 AMPLIFICATION DE SEQUENCES D 1 ACIDES NUCLEIQUES . 

L 1 Invention est relative a une methode 
d' amplification de sequences-cible d'acides nucleiques, 
et a ses applications. 
5 On utilise pour detecter, identifier et doser 

des acides nucleiques particuliers , des sequences 
d'acides nucleiques complementaires des sequences 
recherchees, qui se fixent specif iquement sur celles-ci 
par hybridation. De telles sondes sont rendues 
10 detectables et/ou dosables grace a un marquage 
particulier. Ce marquage peut etre realise par 
incorporation d' isotopes radioactifs ou de methodes 
chimiques ou biochimiques . 

Dans le cas ou 1 1 on utilise des sondes 
15 marquees par une methode non-radioactive (sondes 
froides), il est necessaire, la plupart du temps, 
d'augmenter artif iciellement de fagon specif ique la 
concentration de 1 ' ADN (Amplification) avant de pouvoir 
le detecter grace a la fixation de ces sondes marquees. 
20 Dans la description qui va suivre, on se 

referera essentiellement a la detection de sequences 
d 1 ADN ; il est entendu que ceci concerne egalement la 
detection d'ARN, puisque la conversion prealable de l'ARN 
en ADN est possible grace a une enzyme : la transcriptase 
25 inverse. 

Parmi les reactions d ' amplification decrites, 
on doit citer la reaction de polymerisation en chaine ou 
amplification genique, (P.C.R.). Grace a la PCR, il est 
possible de multiplier la quantite d'une sequence 

3 0 nucleique donnee par un facteur atteignant un million de 
fois ou plus. Sa sensibilite est done extrememern 
elevee : on peut detecter une seule copie d'une sequence 
nucleique donnee. De ce fait, la PCR a permis d'obtenir 
d'importantes avancees, notamment dans le domaine de 

35 1 ' identification et de 1 * etude des genes. 
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Cependant, cette sensibilite extreme devient 
parfois genante, d'autant que les produits 

d 1 amplification (amplicons) sont souvent de petite taille 
et peuvent facilement contaminer les laboratoires . 
5 Quelques amplicons suffisent ainsi pour contaminer les 
echantillons non encore testes ou les reactifs et 
produire ainsi des faux positifs. 

La petite taille des produits d 1 amplification 
est aussi un desavantage dans le cas de tests utilisant 

10 la technique dite d ' amplification in situ. En effet, les 
amorces utilisees et les produits d 1 amplification ont des 
tallies de meme ordre de grandeur ( typiquement 3 0 paires 
de bases pour les amorces, et 200 paires de bases pour 
les amplicons). Dans la technique d 1 amplification in 

15 situ, on traite des cellules fixees sur des lames de 
microscope ( ou fixees sur un support convenable, ou bien 
en suspension dans un milieu convenable) de fagon a ce 
qu'une reaction d ' amplification specif ique d'un ADN 
contenu dans ces cellules puisse avoir lieu. Par exemple, 

2 0 on utilise cette methode pour detecter la presence d'un 

virus donne. Ensuite on identifie les cellules positives 
par leur fluorescence en presence d'un colorant 
specif ique de 1 1 ADN ou par une etape d ' hybridation in 
situ suivant 1 ' etape d ' amplification . 
25 Un des problemes les plus difficiles a 

surmonter lors de la mise en oeuvre de la technique 
d * amplification in situ provient du fait qu'il est 
necessaire de permeabiliser les membranes cellulaires par 
un traitement approprie de fagon a ce que les amorces 

3 0 puissent diffuser au travers de la membrane pour 

atteindre 1 ' ADN cible. Du fait de la taille voisine des 
amplicons et des amorces, les amplicons ont alors 
tendance a diffuser a travers les membranes au fur et a 
mesure que 1 ' amplification se deroule ; on perd ainsi en 
3 5 sensibilite et en contraste lors de 1 1 observation au 
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microscope ou a 1 ' aide d'un appareil de comptage 
automatise des cellules. 

D 1 autre part, la PCR, de meme que d'autres 
techniques d • amplification exige un dispositif capable de 
5 deplacer la temperature du milieu reactionnel entre trois 
temperatures de travail : en general 55 °C (hybridation 
des amorces;, 72 °C (extension des nouveaux brins d'ADN 
par la polymerase thermostable), et de 94 "C (denaturation 
des nouveaux brins) . La LCR (ligase chain reaction) 

10 utilise elle aussi un tel dispositif programmable pour 
faire varier la temperature ( thermocycleur ) . 

II existe des techniques fonctionnant a une 
seule temperature, mais elles utilisent plusieurs enzymes 
de differents types, et leur relative complexite n'a pas 

15 permis qu 1 elles obtiennent la diffusion qu ' elles 
meritaient . 

II arrive en outre que pendant la periode du 
cycle ou la temperature est basse (55 *C) dans les tubes, 
les amorces s ' hybrident de fagon non-specifique a 

20 d'autres sequences que la sequence recherchee. On observe 
alors la formation de produits d 1 amplification parasites. 
L. 1 utilisateur risque d'etre induit en erreur s ' il se 
contente d'effectuer un controle par electrophorese sur 
gel d' agarose ou d ' acrylamide , et que les fragments 

25 obtenus ont une taille apparente voisine de celle du 
fragment attendu. 

Si 1 ' on augmente la temperature d 1 hybridation 
de fagon a eviter ces mesappariements evoques plus haut, 
alors le rendement d ' amplification diminue de fagon 

3 0 considerable. 

En outre, il est delicat d'effectuer des 
dosages a 1 ' aide de la PCR : en effet, 1 * amplification de 
l'ADN ayant lieu selon une loi logarithmique , de faibles 
variations des conditions operatoires auront des effets 

3 5 tres importants . 
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II apparait done que bien que la PCR soit 
irremplagable pour de nombreuses applications, en 
particulier dans le cadre de la recherche, les defauts 
enumeres plus haut limitent son utilisation pour des 
5 tests de routine. 

rour les applications medicales, une 
sensibilite extreme ne presente toutefois, dans la 
plupart des cas aucun avantage specifique, en 
particulier, pour les methodes de depistage. Par exemple 

10 dans le cadre du depistage des infections virales, la 
detection de quelques dizaines de copies d'un ADN viral 
est d'une valeur diagnostique incertaine dans 1 1 etat 
actuel de nos connaissances medicales. Une infection par 
un virus donne se traduit en realite par la presence de 

15 plusieurs dizaines de milliers a plusieurs milliards de 
copies par echantillon. 

L 1 auteur a contribue a demontrer, dans le cas 
de 1' infection au virus HIV, que 1 ' hybridation avec des 
sondes radioactives sans amplification donnait deja des 

2 0 resultats superieurs aux techniques immunologiques 
(Detection of H.I.V. Sequences by DNA hybridization, S. 
Berriche, F. David, V. Ganne, M. Mariotti et G. Lucotte. 
Molecular probes ; Technology and medical application, 
Raven press, New York 1989). Pour obtenir les memes 

2 5 resultats avec les sondes froides, une amplification de 

1 * ADN cible de quelques ordres de grandeurs est un 
objectif suf f isant . 

L 1 Invention a pour objet une methode 
d ' amplification d'une sequence-cible d'acide nucleique, 

3 0 au moyen d'une ADN polymerase, caracterisee en ce qu'elle 

met en oeuvre 1 1 extension d'au moins une amorce 
oligonucleotidique constitute d'une partie (3') pouvant 
s ' hybrider specif iguement avec la sequence-cible, et 
d'une partie (5') comportant au moins une sequence 
3 5 repetee inversee. 
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On en tend par "sequence-cible" toute sequence 
d'acide nucleique que 1 1 on souhaite amplifier : il peut 
s 1 agir au depart d'ADN aussi bien que d 1 ARN ; il peut 
egalement s ' agir d'une sequence simple-brin ou double- 
5 brin. 

les parties des amorces complementaires de 
1 ' ADN cible peuvent correspondre a des regions de celui- 
ci separees de quelques dizaines a quelques milliers de 
nucleotides . Les amorces sont generalement utilisees par 
10 paires, orientees de telle sorte que la replication se 
fasse en allant de l'une vers 1' autre, (Figure 1, Figure 
5b et 5f ) . 

La partie complementaire de la sequence-cible 
peut presenter les caracteristiques (longueur, 

15 pourcentage de mesappariements tolere) de n 1 importe quel 
oligonucleotide utilisable pour une amplification par PCR 
de ladite sequence-cible. Ces caracteristiques dependent 
essentiellement des conditions experimentales dans 
lesquelles on souhaitera operer. Par exemple, il est 

2 0 particulierement avantageux, si on souhaite ameliorer la 

specif icite de la reaction, d'effectuer 1 1 hybridation a 
une temperature de 1 1 ordre de 60 *C, c'est-a-dire 
superieure a celle qui est habituellement utilisee pour 
la PCR, et avec une sequence complementaire de l'ADN 
25 cible un peu plus longue que dans le cas des amorces 
generalement utilisees pour la PCR. Pref erentiellement , 
cette sequence complementaire de l'ADN cible a une 
longueur comprise entre 4 0 et 60 pb. 

Les sequences repetees inversees (egalement 

3 0 denommees sequences palindromiques ) permettent un auto- 

appariement pour former une structure double-brin en 
forme d'epingle a cheveux. 

Les sequences repetees inversees des deux 
amorces mises en oeuvre peuvent etre identiques ou 
3 5 differentes entre elles ; de preference, elles seront 
differentes, pour eviter une hybridation entre ces 
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amorces. Les sequences repetees inversees peuvent mesurer 
de quelques dizaines a plusieurs centaines de paires de 
bases. La temperature de fusion de la structure double- 
brin en forme d'epingle a cheveux resultant de 1 : auto- 
5 appariement de ces sequences sera de preference 
inferieure de quelques degres a la temperature de fusion 
de la partie de 1 1 amorce s 1 hybridan t specif iquement avec 
la cible ; elle peut ainsi etre inferieure de 1 a 30°C, 
de preference de 5 a 20 *C, et avantageusement de 10 °C 
10 environ. 

La methode conforme a la presente invention 
sera denommee ci-apres reaction d 1 amplification par 
accroissement genique . 

Pour mettre en oeuvre cette methode, on peut 
15 par exemple chauffer a 95 "C un melange reactionnel 
contenant 1 1 echantillon a tester, les amorces, telles que 
definies ci-dessus, specif iques de la sequence genetique 
recherchee, une ADN polymerase, les quatre nucleotides 
triphosphates, et des sels et des reactifs assurant des 

2 0 conditions operatoires optimales pour 1 1 ADN polymerase. 

On refroidit ensuite le milieu reactionnel a une 
temperature permettant 1 1 hybridation des amorces dans des 
conditions de specif icite suffisantes (cette temperature 
depend de la sequence et de la longueur des amorces), 
25 pour permettre 1 1 elongation par 1 ' ADN polymerase. 

De maniere generale, les reactifs et les 
conditions reactionnelles utilisables pour mettre en 
oeuvre 1 1 amplification par PGR le sont egalement pour la 
mise en oeuvre du procede selon 1' Invention. 

3 0 Une amorce s 1 hybride a chacun des brins d 1 ADN 

(Figure 5b). L 1 ADN polymerase utilisee se fixe sur le 
complexe ADN cible/ amorce et commence 1 ' elongation d'une 
nouvelle chaine d 1 ADN, (Figure 5c). Apres un temps 
convenable (quelques minutes par exemple, de fagon a 
3 5 permettre une elongation suffisante de la chaine neo- 
synthetisee pour inclure la totalite de la sequence- 
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cible) , on chauf fe la solution de fagon a separer la 
matrice de la chaine neo-synthetiste (Figure 5e). 

On obtient ainsi une chaine d'ADN qui comprend 
l'un des brins de la sequence-cible, flanque en 5' d'une 
5 ou plusieurs sequences repetees inverstes, appartenant a 
l'un des membres (PI) de la paire d' amorces. L 1 autre 
membre ( P2 } de la paire d ' amorces s 1 hybride au brin 
nouvellement synthetist, et l'ADN polymerase peut 
repliquer ce brin de nouveau, (Figure 5f ) . En arrivant a 

10 la fin du brin, l'ADN polymerase se decroche. 

Le produit resultant de cette etape 
d 1 amplification est constitue par une molecule d'ADN 
comprenant la sequence-cible, ladite molecule d'ADN, 
etant double-brin sur au moins la longueur de cette 

15 sequence-cible, 1 ' extremite 5' de l'un des brins etant 
constitute par la ou les sequences repetees inversees 
appartenant a 1 1 amorce Pi ( 1 ' extremite 3 ' etant 
constitute soit par une extremite de la sequence-cible, 
soit par une sequence qui etait adjacente a la sequence- 

2 0 cible dans le fragment d'ADN qui comprenait cette 

sequence-cible), et 1 ' extremite 5' de 1 ' autre brin etant 
constitute par la ou les sequences repetees inversees 
appartenant a 1 ' amorce P2 , et son extremite 3 1 etant 
constitute par la ou les sequences rtpttees inverstes 

25 appartenant a 1 1 amorce PI (Figures 5h et 5i). 

Cette molecule d'ADN sert a la fois de matrice 
et d' amorces pour les ttapes suivantes de 
1 ' amplification . A partir de ce moment, et contrairement 
a ce qui se passe dans le cas de la PCR, 1 ' amplification 

30 se dtroule de fagon spontante et a temptrature constante. 

En effet, sous 1 1 ef f et de 1 ' agitation 
thermique, la (ou les) stquence(s) palindromique ( s ) qui 
termine ( nt ) le double brin d ' ADN entre ( nt ) dans un 
equilibre dynamique entre deux formes : Double-brin 

3 5 normal <=> double tpingle a cheveux (Figures 5h et 5i) . 
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L'ADN polymerase peut se fixer a 1 1 extremite 
3 s de I'un des brins replie en double epingle, et 
commencer a le repliquer, en utilisant comme amorce 
1 1 extremite repliee ( Figure 5j). Ce faisant, elle deplace 
5 le brin complementaire, et les deux brins sont ainsi 
separes, sans qu'il soit necessaire de proceder a une 
elevation de temperature (Figure 5 j ) . A partir de cette 
etape, 1 1 un des brins peut initier un nouveau cycle de 
replication, en s ' hybridan t avec une nouvelle amorce P2 

10 (Figure 5f). L 1 autre subit un accroissement de taille, en 
doublant theoriquement sa longueur a chaque cycle 
(Figures 5k, 51, 5m). 

La temperature de reaction, qui sera maintenue 
constante tout au long de celle-ci, est choisie de 

15 maniere a permettre 1 ' hybridation des amorces, 
1 1 equilibre des sequences repetees inversees entre la 
forme depliee et la forme repliee en epingle a cheveux, 
et d 1 autre part, 1' extension des brins par la polymerase 
choisie. Generalement cette temperature sera comprise 

20 entre 45 et 75 # C, de preference entre 50 et 65* C. 

On obtient simultanement, un brin de tres haut 
poids moleculaire comprenant de multiples copies de la 
sequence-cible, et des brins de taille egale a la 
matrice, utilisables a leur tour comme matrice. 

25 Lorsque la sequence-cible initiale est double- 

brin, ces etapes se deroulent simultanement pour chacun 
des brins, exactement selon le meme processus, en 
intervertissant simplement le role des amorces PI et P2 . 

Lorsque 1 ' ADN cible initial est en petite 

3 0 quantite, il est bien entendu possible de realiser, 
prealablement a la mise en oeuvre du procede selon 
1' invention, une amplification classique de type 
exponential par PCR, en effectuant plusieurs cycles 
thermiques de denaturation/renaturation au debut de la 

3 5 manipulation, de faqon a augment er le n ombre de molecules 
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initiales qui subiront 1 1 accroissement lors de 1 ' etape 
isocherme uiterieure . 

Une agitation moderee peur permettre egalement 
d 1 augment er le n ombre de molecules : des qu'il atteint 
5 une taille suffisante, 1 ' ADN a tendance a se fragmenter 
spontanement et chaque fragment peut etre a la base de 
nouveaux cycles d 1 accroissement . 

Les coupures qui ont lieu au centre de la 
sequence-cible conduisent a un arret de 1 1 accroissement . 
10 Les coupures qui ont lieu au voisinage des sequences 
palindromiques permettent au contraire a 1 1 accroissement 
de se poursuivre. 

Dans une autre maniere de realiser 
1' invention, on peut aussi utiliser une endonuclease 
15 thermostable coupant 1 ' amorce au voisinage de la sequence 
palindromique . 

Parmi les ADN polymerases utilisables pour la 
mise en oeuvre de la presente invention, on citera 1 1 ADN 
polymerase de E.Coli, pref erentiellement le fragment de 
20 Klenow, ou une ADN polymerase de phage bacterien (ex:T4) 
ou une ADN polymerase de levure ( Saccharomyces 
cerevisiae , Saccharomyces pombe, par exemple) . 

Avantageusement , on utilisera une ADN 
polymerase extraite d'un organisme mesophile, par exemple 

2 5 de certaines levures ou micro-organisme industriels, qui 

croissent aux alentours de 5 0 °C. 

Si 1 1 on souhaite travailler a temperature 
relativement elevee, on peut soit utiliser une ADN 
polymerase thermostable, telle que la Taq polymerase, 

3 0 soit utiliser 1 1 ADN polymerase en exces , soit en raj outer 

apres chacune des deux e tapes de chauffage necessaires a 
la denaturation de 1 1 ADN prealablement a la mise en 
oeuvre de la methode d ' accroissement conforme a 
1 ' Invention. 

3 5 Dans certaines conditions, il arrive que 

certaines ADN polymerases n ' achevent pas totalement la 
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replication du brin d'ADN dont elles effectuent la copie. 
Apres quelques cycles, la capacite de former des epingles 
a cheveux disparait, et 1 1 accroissement s'arrete. On peut 
prevenir ce phenomene en plagant plusieurs sequences 
5 repetees inversees a la suite les unes des autres . Des 
exemples de realisation sont donnes en figures 4a et 4b. 

De toutes fagons, apres 8 ou 9 cycles 
d ' accroissement , le facteur limitant est le temps, car le 
doublement de la taille des produits d * accroissement 

10 necessite une duree de plus en plus longue . 

Les produits d ' accroissement resultant de la 
mise en oeuvre de la methode conf orme a 1 * invention ont 
une taille importante : une molecule d ' ADN produite par 
accroissement d'une sequence-cible de 400 paires de bases 

15 aurait une taille (theorique) de 409 kb apres seulement 
dix cycles d 1 accroissement . En fait, ces produits 
d ' accroissement sont casses par 1 ' agitation thermique, et 
leur taille moyenne en solution est d ' environ 60 
kilobases . En consequence, le comportement physique des 

2 0 .produits d 1 accroissement , (meme casses) differe 

enormement de celui des amorces , et meme de celui de 
1 1 ADN cible, si celui-ci est de petite taille (virus par 
exemple ) . 

Dans une maniere particuliere de realiser 
25 1* Invention, la reaction est realisee dans une solution 
contenant une faible concentration d'un compose 
gelifiable (gel d' agarose ou de polyacrylamide ou d'un 
polymere convenable: il peut s 1 agir par exemple d'un gel 
thermof usible tel que de 1 ' agarose a 0,2%). On peut aussi 

3 0 a j outer la solution de compose gelifiable a la fin de la 

reaction . 

On peut aussi par exemple, placer une bille 
d' agarose a forte concentration dans chaque puits de 
plaques de microtitration. On fond cette bille par un 
3 5 passage a 80/90 *C en fin de reaction, on agite la plaque 
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pour melanger les reactifs, on laisse se figer les puits 
(Figure 6a) . 

La reaction peut par exemple avoir lieu dans 
des plaques de microtitration a 96 puits ( ou a 3 84 puits) 
5 ou dans tout recipient de capacite convenable. A la fin 
de la reaction, on place les plaques a basse temperature 
(4'C) de fagon a faire se figer 1' agarose. Les plaques 
sont ensuite placees a incuber dans un grand volume d 1 une 
solution tamponnee contenant un colorant fluorescent 

10 specifique de l'ADN (Bromure d'ethidium par exemple). Les 
amorces diffusent a 1 1 exterieur des puits, mais les 
produits d 1 accroissement demeurent bloques dans les gels 
(Figure 6b). Les puits positifs pour la presence de l'ADN 
recherche apparaissent done fluorescents sous eclairage 

15 UV (Figure 6c) ( ou bien lorsque 1 1 on laisse diffuser dans 
ceux-ci un melange de reactifs propres a exciter la 
luminescence du colorant par chimiluminescence ) . II n'est 
done plus necessaire de realiser une electrophorese, dans 
ce qui permet des tests rapides . Une eventuelle 

20 confirmation des tests pourra avoir lieu en effectuant 
une hybridation de controle, selon une technique connue 
en soi. On effectuera avantageusement cette hybridation 
sous forme d 1 une hybridation en sandwich dans le puits 
meme ou a lieu 1 1 amplification, une sonde de capture 

25 etant fixee sur le fond du puits. 

L 1 on peut egalement faire suivre une reaction 
d ' amplification par PCR par une reaction d ' accroissement 
conforme a 1' invention, de fagon a prof iter des avantages 
de la methode de detection rapide qui vient d'etre 

3 0 decrite ci-dessus. 

Une des applications de 1 ' Invention les plus 
utiles est le criblage de grands nombres de composes 
biologiquement actifs. Ainsi, pour rechercher des 
produits actifs sur la transcriptase inverse du virus 

3 5 HIV, on procedera de la maniere suivante : la solution 
reactionnelle placee dans les puits d'une plaque de 
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microtitration contient des brins d'ARN, en quantite 
suf fisante, la transcriptase inverse du virus, les 
amorces specif iques de l'ADNc synthetise par 1 1 action de 
la transcriptase inverse virale sur l'ARN specif ique 
5 present dans la solution, des nucleotides triphosphates, 
une ADN polymerase, un gel thermof usible (eventuellement 
ajoute apres la fin de la reaction) . Des puits servent de 
temoins : ils ne comporteront que ces reactifs. Dans 
chaque autre puits, on placera une certaine quantite des 

10 composes dont on veut tester l'activite sur la 
transcriptase inverse du virus HIV. Avant les etapes 
d'accroissement genique, on incubera le melange 
reactionnel aux temperatures physiologiques permettant 
l 1 action des transcriptases inverses. Les ADNc produits 

15 de la sorte seront ensuite soumis a la reaction 
d 1 accroissement genique . 

Certains puits ne presenteront pas de 
fluorescence, signe de la presence d'un inhibiteur de la 
transcriptase inverse. Cette methode peut etre aisement 

2 0 automatisee et permettre le criblage d'un grand nombre de 
produits potentiellement actifs ( chimiotheques , extraits 
de plantes, extraits d'algues, extraits de champignons, 
extraits animaux, etc. . . . ) . 

De nombreux virus et pathogenes divers 

2 5 synthetisent une transcriptase inverse specif ique, dont 

l'activite leur est indispensable. Les retrovirus, par 
exemple les lentivirus (HIV) , les oncornavirus (HTLV) , 
les spumavirus sont evidemment les premiers concernes . 
Mais le virus HBV (hepatite B) necessite lui aussi 

3 0 1' action d'une transcriptase inverse specif ique, bien 

qu'il s 1 agisse d'un virus a ADN. Les Plasmodia. du 
paludisme synthetisent eux aussi de grandes quantites de 
transcriptase inverse specif ique. II est a noter que les 
Plasmodia deviennent actuellement resistants a 1 1 ensemble 
3 5 des produits actifs connus dans la pharmacopee. Des 
inhibiteurs de toutes ces transcriptases inverses 
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seraient un immense secours dans la lutte contre de 
nombreux pathogenes . Cependant, ceux-ci sont sou vent 
difficiles a cultiver, ce qui interdit le criblage 
extensif de nombreux produits. Les transcriptases 
5 inverses endogenes des eucaryotes sont elles aussi 
impliquees dans le processus de certaines affections. 
Citons pour memoire le phenomene d 1 amplification des 
genes de resistance aux medications de chimiotherapie 
observe lors du traitement de nombreux cancers. 

10 De la meme fagon, 1 1 Invention peut servir a 

tester 1 ! activite des ADN polymerases. 

Dans une autre maniere d'appliquer 
1' Invention, on utilise aussi la capacite de la methode a 
permettre 1 1 amplification de 1 1 ADN a temperature 

15 relativement basse, du fait qu 1 aucune etape de 
denaturation n'est indispensable. Dans les conditions 
physiologiques , a 1 ' interieur des cellules, des 
cofacteurs proteiques impliques dans les phenomenes de 
replication et d' expression des genes permettent a 

2 0 1 1 hybridation des amorces d 1 accroissement d' avoir lieu 

sans chauffage, bien qu ' avec un rendement faible. 
L 1 ensemble de la reaction d 1 accroissement peut alors 
avoir lieu a 3 7°C. Cependant, 1 1 ADN synthetise est 
degrade assez rapidement . Cependant, si 1 1 on arrive a 
25 faire rentrer des amorces d ' accroissement en quantite 
suffisante dans les cellules, et a eviter leur 
degradation, il est theoriquement possible d'alterer 
suffisamment les mecanismes cellulaires pour entrainer 
specif iquement la mort des cellules contenant des 

3 0 sequences d'ADN specif iques des amorces. Cette alteration 

a lieu par competition avec les reactions cellulaires et 
epuisement de certains composes et aussi par 1 1 action 
mecanique de 1 1 ADN de haut poids moleculaire produit par 
la reaction d ' accroissement . Par exemple, on pourrait 
3 5 tuer specif iquement des cellules contenant le virus HIV 
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(pour epurer des prelevements de moelle osseuse en vue 
d'une reimplantation par exemple) . 

Dans cette maniere de realiser 1' Invention, on 
synthetisera les amorces d 1 amplification dans un 
5 synthetiseur d'ADN en utilisant des analogues de 
nucleotides triphosphates conduisant a des 

oligonucleotides non degradables par les enzymes 
cellulaires (phosphorothioates, par exemple) . La charge 
electrique totale des amorces d 1 accroissement sera 

10 diminuee par une methode chimique (par couplage de 
groupements amines selon une methode deja decrite par 
exemple, ou en utilisant pour la synthese des analogues 
de nucleotides dont la charge portee par le groupe 
phosphate aura ete supprimee) de fagon a leur permettre 

15 de traverser les membranes. 

L.es amorces d 1 accroissement resistantes 
peuvent aussi etre incluses dans les liposomes, la 
surface de ceux-ci comportant even tue 1 1 ement des 
margueurs servant a les guider specif iquement vers une 

20 categorie de cellules particulieres . 

Ceci pourra par exemple etre realise en 
synthetisant des liposomes comportant a leur surface des 
parties des proteines recombinantes de la surface du 
virus HIV. De tels liposomes se fixent specif iquement aux 

25 recepteurs CD4 . De tels liposomes contenant de grandes 
quantites d' amorces d 1 accroissement vont aller fusionner 
specif iquement avec la surface de certaines cellules 
(lymphocytes T4 , T8 , hematies, cellules du systeme 
immunitaire specif iques de certains tissus, comme les 

3 0 astrocytes, les cellules de Langerhans ou les plaques de 
Peyer) . Dans les cellules contaminees par le virus HIV, 
la reaction d 1 accroissement va detourner une partie du 
stock de nucleotides triphosphates, cellulaires, et des 
enzymes du cycle de replication, diminuant le taux de 

3 5 replication du virus. Si 1 1 accroissement genique a lieu 
avec un rendement suffisant, il est possible que les 
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fonctions vitales de la cellule soient affectees et que 
la mort cellulaire soit acceleree. On a ainsi un 
processus mimant 1 ' immunite cellulaire specif ique. 

A titre d'exemple, on peut aussi citer la 
5 possibility de realiser des liposomes contenant des 
amorces specif iques des Plasmodia, du paludisme (amorces 
specif iques de 1 1 ADN genomique, de 1 1 ADN mitochondrial, 
kinetoplasmique ou episomique) . La surface de ces 
liposomes contenant les proteines recombinantes 

10 specifiques des recepteurs de surface des globules rouges 
(anticorps anti-A, anti-B, anti-duffy, etc. . . . ) . On peut 
aussi utiliser les proteines recombinantes specifiques de 
la surface des stages infectieux du paludisme, ou des 
proteines recombinantes contenant tout ou partie de la 

15 proteine GP12 0 du HIV. En effet, la membrane des globules 
rouges presente dans certains cas un nombre de recepteurs 
CD4 residuels suffisants pour permettre la fusion des 
liposomes portant des proteines receptrices de ces 
recepteurs. Cependant, la methode la plus efficace est de 

20 fixer sur les proteines de surface des liposomes des 
anticorps anti-marqueurs de groupes sanguins (A ou B) . 

Une fois introduites dans les hematies, les 
amorces d ' accroissement diffusent vers le cytopiasme de 
I'hematozoaire en utilisant les pores reliant celui-ci 

25 avec le cytopiasme de l'hematie. L 1 accroissement genique 
interfere avec le developpement de I'hematozoaire, allant 
jusqu'a le desorganiser . 

II est important de remarquer que le 
deroulement de 1 1 accroissement genique In vivo se deroule 

3 0 d ' autant mieux que les cellules ou cette reaction a lieu 
se divisent d ' autant plus rapidement, ou hebergent un 
parasite se divisant rapidement. L 1 ADN est d' autant plus 
facilement accessible et les cofacteurs (polymerases, 
deroulases, topoisomerases , proteines destabilisantes des 

3 5 doubles helices, proteines stabilisantes des simples 
brins, etc. . . . ) sont presents en quantite d' autant plus 



WO 96/01327 



PCTYFR95/00891 



16 

grandes que les cellules sont dans un stade de division 
rapide. Considerant ce fait, des liposomes contenant des 
amorces d'accroissement correspondant a un gene donne et 
portant a leur surface des proteines reconnues par des 
5 recepteurs membranaires specif iques d'une certaines 
classe de cellules peuvent etre a la base d'un traitement 
des tumeurs cancereuses tuant ou inhibant la croissance 
de cellules cancereuses en division rapide, et restant 
sans action sur les cellules normales . 

10 Cette technique beneficie done d'une double 

specif icite, tissulaire d'une part, dependant du taux de 
division cellulaire d' autre part. 

Une autre application particuliere de 
1 1 Invention est la detection prenatale du sexe des 

15 enfants a naitre. II a ete demontre que le chromosome Y 
etait porteur de sequences specif iques, pouvant etre 
detectees par hybridation (voir notamment, Nucleotide 
sequence of 49 a, a genomic probe detecting multiples 
RFLP on the Y chromosome, Gerard LUCOTTE, Martine 

2 0 MARIOTTI and Fabrice DAVID. Molecular & Cellular Probes, 

5, 359-363, (1991). De fagon precoce au cours de la 
grossesse, des cellules foetales traversent le placenta 
pour entrer dans la circulation generale de la mere. On 
peut mettre la presence de ces cellules en evidence grace 
25 a la PCR, mais la methode est extremement sensible aux 
contamination dues aux poussieres de laboratoire. En 
effet, une partie importante de ces poussieres est 
constitute de cellules desquamees dessechees. Si des 
chercheurs ou des techniciens se me lent aux techniciennes 

3 0 dans les locaux ou sont effectues les tests, tous les 

echantillons deviennent rapidement positifs. 

II est possible de pratiquer la methode 
d'accroissement genique in situ sur un frottis de culot 
de globules blancs realise a partir d'un prelevement 
3 5 sanguin. Les cellules foetales apparaissent f luorescentes 
en observation aux UV. On peut aussi operer en solution, 
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et denombrer les cellules f luorescentes a 1 * aide d'un 
appareil de comptage en flux liquide. 

Les produits d'accroissement peuvent egalement 
etre utilises comme marqueurs de taille lors 
5 d 5 experiences d 1 electrophorese en champ pulse. On 
melangera les produits de reaction d'accroissement 
obtenus apres des temps de reaction variables, la fin de 
chaque reaction etant conduite a temperature relativement 
basse. On ajoute au melange de 1 1 agarose pour eviter la 

10 fragmentation de l'ADN par les forces de cisaillement . Le 
melange obtenu pourra etre commercialise tel quel, pret a 
l'emploi, sous forme de petites lamelles d' agarose solide 
de la taille des puits du systeme d ' electrophorese . Apres 
depot dans un puits et electrophorese, on obtiendra une 

15 serie de bandes correspondant a des fragments d'ADN de 
taille multiple de celle de 1 ' ADN amplifie, et de 
sequence parfaitement connue. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
1 1 aide du complement de description qui va suivre , qui se 

2 0 refere a un exemple de mise en oeuvre du procede conforme 

a 1 * Invention. 

II doit etre bien entendu toutefois que cet 
exemple est donne uniquement a titre d ' illustration de 
l'objet de I * Invention dont il ne constitue en aucune 
25 maniere une limitation. 

Exemple : Amplification et detection d'une 

secruence specifioues du virus HIV; 

L 1 ADN cible est un vecteur contenant une 
sequence du gene gag de HIV. 

3 0 On utilise les oligonucleotides suivants , qui 

permettent 1 1 amplification d'une portion du gene gag de 
HIV. Cette partie est relativement conservee parmi les 
dif f erentes souches . 
Al: 

3 5 C G TGGTC ATAC GAACTACATTTC AGA 5' 

T A ACCAGTATGCTTGATGTAAAGTCT AT AATC C AC C TATC C C AGTAGG AGAAAT 3 ' 
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A2: 

Z G CGTCAGAATTCTTCACTAATTAGC 5 ' 

T A GC AGTCTTAAGAAGTGATTAATCG TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGAATGC 3 * 

Ces oligonucleotides comprennent , de 5' en 
5 3' : une sequence repetee inversee, autour d 1 une sequence 
GCTA, qui permet le repliement de la structure en epingle 
a cheveux, et une sequence specif ique du gene gag. 

Lies sequences repetees inversees ont ete 
choisies de maniere a avoir une Tm de 66 "C ; elles ont 
10 ete composees par tirage au sort. 

Les sequences specifiques de la partie GAG du 
genome HIV ont une Tm de 78 °C 

Environ 10 5 a 10° copies du plasmide cible 
contenant le gene gag HIV sont utilisees. 
15 La reaction est effectuee dans les conditions 

standard de PCR, soit: 

200 pmol. de chaque amorce 
20mM Tris HC1 (ph 8,3) 
1,5 mM MgC12 
20 25 mM KCl 

0,05% Tween 20 

100 |lg/ml de gelatine aucoclavee. 

50 p de chaque dNTP 

3 unites de Taq polymerase. 

2 5 On procede a une premiere denaturation du 

plasmide contenant le gene gag HIV, , par incubation a 95 # C 
p endan t lmn ; 

On refroidit le melange reactionnel et on 
laisse incuber pendant 5 minutes pour permettre 

3 0 1 1 hybridation et 1 ' elongation de la premiere amorce pour 

chaque brin ; on procede a une nouvelle denaturation, a 
95 *C pendant lmn. 

On incube a 63 'C pendant 2 heures . 

On depose le produit de la reaction sur un gel 
3 5 d' agarose a 0,8%. En fin de migration, on observe en haut 
du gel dans les echantillons positifs, une bande 
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correspondant a I ' ADN de haut poids moleculaire 
(superieur ou egal a 5 0kb) ; en dessous, on distingue des 
bandes d'intensite plus faible correspondant a des ADN de 
taille decroisssante, la taille de chaque fragment etant 
5 theoriquement double de celle du fragment immediatement 
en dessous ; le fragment: le plus petit de cette serie 
correspond a la sequence-cible. 
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REVEND I CAT I ONS 

1) Methode d ' amplification d'une sequence- 
cible d'acide nucleique caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins une etape au cours de laquelle 1 ' on 

5 procede a 1' extension, au moyen d'une ADN polymerase, et 
en utilisant comme matrice un brin d 1 ADN portant ladite 
sequence-cible, d'au moins une amorce oligonucleotidique 
constitute d'une partie (3 ' } pouvant s 1 hybrider 
specif iquement avec la sequence-cible, et d'une partie 
10 (5') comportant au moins une sequence repetee inversee. 

2) Methode d 1 amplification d'une sequence- 
cible d'acide nucleique, selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 

a) 1 ' hybridation de 1 ' amorce 
15 oligonucleotidique avec une matrice qui comprend la 

sequence-cible, flanquee en 5' d'au moins une sequence 
repetee inversee, 

b) 1' extension de ladite amorce 
oligonucleotidique au moyen d'une ADN polymerase, afin 

20 d'.obtenir un produit d' extension comprenant une sequence 
complementaire de la sequence-cible, flanquee en 3 ' et en 
5 ' de sequences repetees inversees ; 

c) 1' extension, par 1 1 ADN polymerase, de 
1 1 amorce constitute par la sequence repetee inversee de 

25 l'extremite 3' du produit d' extension repliee en epingle 
a cheveux, en utilisant: comme matrice ledit produit 
d* extension ; 

d) la repetition de 1 1 etape c) en utilisant 
comme matrice le produit d 1 extension issu de cette etape, 

3 0 et comme amorce l'extremite 3' dudit produit d' extension 
repliee en epingle a cheveux ; 

1 ' ensemble de ces etapes etant effectuees en 
maintenant la temperature du milieu reactionnel a une 
valeur constante permettant 1 ' hybridation d'une amorce, 

3 5 et la replication de la sequence-cible. 
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3 ) Methode selon une quelcongue des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre une etape au cours de laquelle 1 1 on 
procede a 1 1 incubation d'une chaine d'ADN comprenant la 
5 sequence-cible, en presence d'une premiere amorce 
nucleotidique constitute d'une partie (3') pouvant 
s 1 hybrider specif iquement avec ladite sequence-cible, et 
d'une partie (5') comportant au mo ins une sequence 
repetee inversee, dans des conditions permettant la 
10 replication de ladite sequence-cible par extension de 
ladite amorce. 

4) Methode d ' amplification selon une 
quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce 
que 1 1 on a ^ oute au melange reactionnel un compose 

15 gelifiable capable d' emprisonner specif iquement les 
produits d ' amplification, tout en laissant diffuser les 
amorces . 

5) Trousses de diagnostic contenant les 
amorces et les reactifs necessaires pour leur mise en 

2 0 oeuvre d'une methode selon une quelconque des 
revendications 1 a 4 . 

6) Paire d' amorces pour la mise en oeuvre 
d'une methode d 1 amplification selon une quelconque des 
revendications 1 a 3 . 

25 7) Utilisation d'une paire d' amorces selon la 

revendication 6 pour 1 ' obtention d'un medicament. 
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DENTISTRY OF NEW JERSEY) 3 Mars 1993 
voir page 2, ligne 40 - page 3, ligne 32 
voir page 7, ligne 35 - page 10, ligne 12 
voir page 12, ligne 19 - ligne 30 

-/— 
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Q(j Voir la suite du cadre C pour la fin dc la liste des documents JY] Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



• Categories speciales de documents cites: 

*A" document defmissant l'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
*E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
*L* document pouvant jcter un doute sur unc revendi cation de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d unc 

autre citation ou pour unc raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O* document se rtferant a une divulgation orale, a un usage, a 

unc exposition ou to us autre s mo yeas 
*P" document publie avant la date de depot international, mais 

posteheurement A la date de priority revendi que e 



T document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a rjtat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base dc l'invention 

'X* document particulierement pertinent; rinvention revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une actmte 
inventive par rapport au document considere isoiement 

"V document parti cuUerement pertinent; Tinvention revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidentc 
pour une personne du metier 

"&.' document qui fait partie de la mfime famille de brevets 



Date A laquelle la recherche international e a etc efiectivement achevee 

19 Octobre 1995 



Date d' expedition du present rapport dc recherche intemationale 



16.11 .95 



Nom et adresse postal c de 1' administration chargte de la recherche intemationale 
OfTice Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, 1x. 31 651 epo nl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demai aternationale No 

PCT/FR 95/00891 



C.(suitc) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Cattgorie * Identification des documents cites, avec, lc cas echeant, 1'indicauon dcs passages pertinents 



no. des revendications visees 



DNA AND CELL BIOLOGY, 
vol. 13, 
page 75 

VINCENT, JOHN ET AL 'Oligonucleotides as 
short as 7-mers can be used for PCR 
ampl if i cation 1 
voir le document en entier 

GENE ANALALYSIS TECHNIQUES, 
vol. 6, 
page 29 

SRIPRAKASH, K. S. ET AL 'Hairpin 
extension: a general method for the 
improvement of sensitivity of 
oligonucleotide probes' 
voir le document en entier 

BIOTECHNOLOGY, 

vol. 12, NEW YORK US, 

page 619 

G.CAETANO-ANOLLES ET AL. 'DNA 

ampl if ication ... 1 

voir le document en entier 

BIO/TECHNOLOGY, 1990, 
vol. 8, 1990 
pages 1288-1290, 

ALLEN R C ET AL ' Rehydratable gels: a 
potential reference standard for 
electrophoresing PCR-ampl if ied DNA 1 
voir le document en entier 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements relatifs aux mcmbres dc families dc brevets 



Dcma T iiternationale No 

PCT/FR 95/00891 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



Date de 
publication 



EP-A-0427074 



EP-A-0549107 
EP-A-0530112 



15-05-91 



AU-B- 
AU-B- 
IL-A- 
JP-A- 



642922 
5594990 
96250 
4008292 



04-11-93 
16-05-91 
07-10-94 
13-01-92 



30-06-93 
03-03-93 



CA-A- 
JP-A- 



2080305 
7143900 



12-04-93 
06-06-95 



CA-A- 
JP-A- 
W0-A- 



2073630 
5308972 
9420639 



01-03-93 
22-11-93 
15-09-94 



Formula! re PCT/IS A/210 (annexe famiUet de brevets) (juillet 1992) 



